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RESUMO

INTRODUCAO. A resisténcia insulinica (RI) no miocirdio é um mecanismo central no
remodelamento fenotipico cardiaco no diabetes. Embora modelos de cardiopatia diabética em
ratos tenham sido utilizados para descrever distirbios com impacto fisiopatogénico na doenca
cardiovascular, nao h4 descricdo do desenvolvimento de RI no tecido miocérdico e, portanto,
de plausibilidade para interpretacdo dos efeitos cardiacos direto da RI. Assim, investigamos o
desenvolvimento de RI miocérdica na dieta hiperlipidica (HFD), dieta rica em frutose (FRD) e
no modelo poligénico Goto-Kakizaki (GK).

METODOS. Ratos machos da linhagem Wistar com 6 semanas de idade foram divididos nos
seguintes grupos: controle, HFD e FRD e receberam dieta convencional, dieta rica em 4cidos
graxos (31,2%) e caseina (20%) e dieta rica em frutose (47%), respectivamente. Ratos machos
da linhagem Goto-Kakizaki foram investigados com 8 semanas de idade. Teste de tolerancia a
glicose (TTGQG) e teste de tolerancia a insulina (TTI) foram medidos. Em seguida dois minutos
apos a injecdo de insulina ou solucgdo salina para avaliar as condi¢des basais, coracdo, figado e
tecido adiposo epididimal foram removidos e investigados para caracterizacdo da RI
miocdrdica.

RESULTADOS. Os animais HFD e FRD mostraram ganho de peso significativo em
comparacdo com os animais do grupo controle. Como esperado, os ratos GK apresentaram
menor ganho de peso que os animais controle. GTT revelou resisténcia periférica a insulina em
ratos HFD, FRD e GK em compara¢do com ratos controle. Em concordancia com estes dados,
a ITT mostra que os grupos FRD e GK exibiram comprometimento da sensibilidade a insulina.
A andlise de transferéncia de Western da sinalizacdo de insulina demonstrou resisténcia a
insulina cardiaca apenas em ratos GK. Especificamente, a fosforilacdo de Akt na Serd73
mostrou resisténcia a insulina hepatica nos grupos FRD e GK. Os ratos HFD e FRD também
demonstraram um aumento atenuado da fosforilacdo da proteina Akt estimulada por insulina
no tecido adiposo branco.

CONCLUSAO. Em conclusio, apesar da tolerancia a glicose sistémica prejudicada, modelos
baseados apenas em dieta exibiram sinaliza¢do de insulina cardiaca preservada. Em contraste,

os ratos GK poligénicos demonstraram RI sist€mica e cardiaca.



ABSTRACT

INTRODUCTION. Insulin resistance (IR) in the myocardium is a central mechanism in
cardiac phenotypic remodeling in diabetes. Although models of diabetic heart disease in rats
have been used to describe disorders with pathophysiological impact on cardiovascular disease,
there is no description of the development of IR in myocardial tissue and hence plausibility for
interpretation of the direct cardiac effects of IR. Thus, we investigated the development of
myocardial RI in the hyperlipid diet (HFD), high fructose diet (FRD) and the polygenic model
Goto-Kakizaki.

METHODS. Male Wistar rats were divided into the following groups: control, HFD and FRD
and received a conventional diet, diet rich in fatty acids (31.2%) and casein (20%) and a high
fructose diet (47 %), respectively. Male rats of the Goto-Kakizaki strain were investigated at 8
weeks of age. Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT) were measured.
After 2 minutes after the injection of insulin or saline to evaluate basal conditions, heart, liver
and epididymal adipose tissue were removed and investigated for characterization of
myocardial IR.

RESULTS. The HFD and FRD animals showed significant weight gain compared to control
animals. As expected, GK mice had lower weight gain than control animals. TTG revealed
peripheral insulin resistance in HFD, FRD and GK rats compared to control rats. In agreement
with these data, TTI shows that the FRD and GK groups exhibited impaired insulin sensitivity.
Western blot analysis of insulin signaling demonstrated cardiac insulin resistance only in GK

rats. Specifically, Akt phosphorylation in Ser*’?

showed resistance to hepatic insulin in the FRD
and GK groups. HFD and FRD rats also demonstrated an attenuated increase in the
phosphorylation of the insulin-stimulated Akt protein in white adipose tissue.

CONCLUSION. In conclusion, despite impaired systemic glucose tolerance, diet-only models
exhibited preserved cardiac insulin signaling. In contrast, polygenic GK rats demonstrated

systemic and cardiac RI.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) tem sido caracterizado como um distirbio metabdlico
caracterizado pelo aumento da concentracdo de glicose plasmatica, acarretando danos a longo
prazo, disfuncdo e insuficiéncia de 6rgdos e tecidos, incluindo rins, coracdo e vasos sanguineos
(1-3). Segundo Dados da Organizagdo Mundial de Saide (OMS) 16 milhdes de brasileiros
sofrem de diabetes, isso nos mostra um crescimento de 61,8% nos ultimos dez anos. Os
individuos que sdo acometidos pela diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenga caracterizada pelo
aumento da glicemia como decorréncia do aumento progressivo da resisténcia a insulina (RI) e
incompeténcia pancredtica para atender essa demanda excepcional das células 3, apresentam
risco aumentado de adquirir complicagdes macro e microvasculares graves, condigdes estas que
se associam ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCV).

O infarto agudo do miocardio (IAM) corresponde por cerca de 60% dos 6bitos em
pacientes com DM2 (4, 5). Parte deste desfecho deve-se a alta prevaléncia de fatores de risco
como sedentarismo e obesidade que em conjunto contribuem para a formacgdo de placas
aterosclerdticas com fendtipo instdvel. Em paralelo, além da propensdo a ruptura de placa
aterosclerdtica e subsequente oclusdo coronariana, a md adaptacdo do tecido miocardico ao
insulto isquémico nos DM2, causa um aumento de letalidade nesses individuos que € 2 a 4
vezes maior que nos individuos sem DM2 (6). Em um contexto de condi¢des patoldgicas
associadas a distirbios metabdlicos, como hiperglicemia, aumento de niveis de dcidos graxos
(AGL) e triacilgliceréis circulantes, hiperinsulinemia e aumento de citocinas inflamatérias,
multiplas vias moleculares no cardiomidcitos sdo alteradas comprometendo a contratilidade
cardiaca e promovendo disfun¢do miocardica e morte celular (7, 8).

O DM2 ¢ a mais comum desordem metabdlica cronica correspondendo de 90 a 95%
de todos os casos de DM e sua prevaléncia vém aumentando nos ultimos anos. Segundo a

Federacdo Internacional de Diabetes (IDF), no ano de 2014 o nimero de individuos com
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diabetes era estimado em 387 milhdes de pessoas no mundo. A projecao para ano de 2045,
mostra que o nimero de individuos com DM2 terd subido para 629 milhdes (9).

Essa desordem possui etiologia multifatorial, tendo a influéncia de fatores genéticos
e ambientais (10). Estudos de gendmica identificaram mais de 130 variantes genéticas
associadas ao DM2, porém, essas variantes explicam menos de 15% de herancga da doenca (10).
Além disso, fatores que envolvem o estilo de vida, como inatividade fisica, obesidade
abdominal e excesso de adipocinas, proteinas sinalizadoras secretada pelo tecido adiposo, além
de levar ao desenvolvimento de RI afetam a prevaléncia e a severidade do DM2 (11).

No desenvolvimento da DM2, o distarbio principal e central se d4 com a perda e
disfuncdo da massa de células B-pancredticas e uma combinag¢do com RI periférica, levando a
hiperglicemia (12). Nesses pacientes, pode-se observar uma redu¢do da massa de células f em
até 40-60% comparado com individuos sauddveis, ou seja, sem DM?2 (13). Essa perda também
tem sido atribuida ao aumento da apoptose (14). A primeira disfuncio detectdvel é a RI no
musculo, enquanto que alteracdes na secrecdo de insulina podem determinar hiperglicemia e
inicio da terapia insulinica. N@o obstante, paralelo a esses fatores ocorrem também
hiperglucagonemia, aumento da producao hepdtica de glicose, aumento da lipdlise e, como
consequéncia, aumento de AGL circulantes (15).

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2017-2018, o
diagnéstico de DM estabelecido ocorre de acordo com os seguintes critérios laboratoriais:
quando a glicemia de jejum for >126mg/dL, teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) for
>200mg/dL e hemoglobina glicada (HbAlc) >6,5%.

Sinalizacio da insulina

A oxidacdo dos AGL ¢ responsavel por cerca de 60-90% da producdo de energia

miocdrdica enquanto a oxidacdo da glicose corresponde pelos 10-40% restantes (16). Em

condicdes de oferta e demanda de oxigé€nio a oxidagdo dos AGL resulta em trés vezes mais
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producdo de ATP, em contrapartida, quando ocorre o suprimento de oxigénio, a glicdlise € mais
vantajosa porque pode ser oxidada em baixas concentragdes de oxigénio ou mesmo
anaerobicamente resultando em menor producido de ATP (17). A captacdo de glicose €, na sua
maior parte, regulada pelo transportador de glicose (GLUT)1 e GLUT4, sendo este tltimo o
mais abundante nos cardiomidcitos (18). A insulina, importante horménio polipeptidico,
liberada pelas células B pancreaticas induz captagao de glicose nos cardiomidcitos, musculo
esquelético e tecido adiposo por ligacao no seu receptor (IR).

O IR ¢é uma glicoproteina heterotetramérica pertencente a uma subfamilia de
tirosina quinases receptoras, possui duas subunidades-a que sdo extracelulares e contém o
dominio de liga¢do a insulina e duas subunidades-f transmembrana que possui dominios extra,
trans e intracelular expressando atividade da tirosina quinase estimulada pela insulina (19). A
insulina quando liga-se a subunidades-o causa subsequentes mudangas conformacionais
transmembrana e o receptor € autofosforilado em residuos especificos de tirosina das
subunidades- B. Em contraste com outros receptores tirosina quinases, o IR fosforila vérios
alvos intracelulares préximos que servem como locais de ancoragem para proteinas efetoras,
incluindo os quatro membros da familia do substrato do receptor de insulina (IRS) -1, 2,3 e 4
(20). Dessa maneira, a ligagcdo da insulina no seu receptor causa a translocac¢do do substrato do
IRS-1 para a membrana plasmatica (21). Esse substrato quando fosforilado ativa a via de
sinalizacdo da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) / proteina quinase B (AKT), tornando possivel
a translocagao do GLUT4 para a membrana celular facilitando a captacdo de glicose pela célula

(Figura 1).
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Figura 1: diagrama esquemadtico da via de sinalizacdo da insulina e a regulacdo do

transporte de glicose na célula (22).

Além da captacdo de glicose, a ativacdo das proteinas PI3K/AKT regula muitos
processos como hipertrofia celular, geracao de 6xido nitrico (NO), apoptose e autofagia que
contribuem para o aumento no risco de hipertrofia cardiaca, remodelamento ventricular
esquerdo adverso ou insuficiéncia cardiaca (1). A sinalizacdo da insulina também pode ocorrer
através da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), contribuindo para o crescimento e
remodelamento celular.

Resisténcia a insulina

A RI € considerada o principal efeito subjacente ao desenvolvimento de DM2,
sendo uma disfun¢do multipla que implica na incapacidade de promover acdes metabdlicas que
envolvem figado, misculo esquelético e tecido adiposo que sdo os principais tecidos sensiveis
a acdo desse hormonio, de tal forma a causar um comprometimento da captacdo de glicose
mediada nesses tecidos, supressdo prejudicada da produgdo de glicose hepatica e supressao

7z

prejudicada de lipdlise (8). Comumente € associada com obesidade, hipertensdo e DCV
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precedendo DM2. A nivel celular, os mecanismos moleculares que sdo a base para o
desenvolvimento de RI devem-se a alteracdes nas vias de sinalizacdo da insulina previamente
citadas (23).
Resisténcia insulinica no coracao

Individuos com RI implicita associada com tolerancia a glicose diminuida também
tem um elevado risco de aterosclerose e DAC (24). A mudanga mais rapida e mais consistente
que desenvolve no coracdo em modelos animais, na evolucdo da RI € a incompeténcia da
insulina em aumentar o transporte de glicose. Essa mudanca ocorre antes de qualquer defeito
na capacidade da insulina de aumentar a sinalizagdo PI3K/AKT e ocorre como consequéncia
tanto da reducdo quanto da translocacdo alterada do GLUT4 (8). A fosforilacdo oxidativa
prejudicada pode reduzir a funcido cardiaca pelo fornecimento insuficiente de ATP para os
cardiomidcitos (18). Muitos mecanismos tém sido propostos por contribuirem para o aumento
da vulnerabilidade do coracdo ao estado de RI como o aumento na utilizagdo de AGL,
capacidade oxidativa mitocondrial prejudicada, diminui¢do da eficiéncia cardiaca, estresse
oxidativo, aumento da apoptose e fibrose miocédrdica (25). O excesso de lipidios no coragdo
produz uma forma de lipotoxicidade que € decorrente do acumulo de intermedidrios lipidicos
promovendo alteragdes morfoldgicas e comprometendo o desempenho cardiaco (8).
Resisténcia insulinica no tecido adiposo

O tecido adiposo é um o6rgido enddcrino responsdvel pela secrecdo de vdrias
adipocinas que estdao envolvidas em muitos processos inflamatérios mas também na regulagcao
metabolica (26). Sua principal funcdo € estocar energia na forma de triglicérides e durante
periodos de jejum e fome prolongada, liberar lipidios para atender a demanda de energia do
corpo (27). A captagdo de glicose é em grande parte dependente da insulina e regulada por vias
semelhantes as do musculo esquelético. Em individuos sensiveis a insulina, ele € responsavel

por apenas uma pequena por¢cdo de toda captacdo de glicose corporal, menos que 10%
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aproximadamente. Embora pareca insignificante, um estudo envolvendo camundongos com
reducdo seletiva do GLUT4 no tecido adiposo, demonstrou reducio na captagdo de glicose
estimulada por insulina e diminuic¢do da supressdo estimulada de glicose enddgena (28).

Dessa forma, com a acumulag@o de gordura o risco de desenvolver RI e, como
consequéncia, DM2 aumenta. A secrecdo de mediadores pré inflamatdrios e diabetogénicos é
um mecanismo importante pelo qual a inflamagdo no tecido adiposo prejudica a sinalizac¢do de
insulina em outros tecidos e ativa vias pré inflamatorias em tecidos sensiveis a insulina (27).
Resisténcia insulinica no tecido hepatico

O figado € um importante 6rgdo que desempenha funcdo na regulagdo fisiologica
da homeostase energética do corpo bem como na patogénese dos distirbios metabdlicos, como
obesidade e DM2. E responsavel por, aproximadamente, 90% da produgio de glicose endégena
desempenhando duas fung¢des principais reguladas pela insulina e glucagon (i) armazenamento
de glicose em glicogénio e, (ii) produgdo de glicose por glicogendlise e gliconeogénese,
processos que mantém a concentragdo plasmatica de glicose (29).

A RI hepética é um dos principais determinantes da hiperglicemia de jejum, sendo
o aumento da gliconeogénese hepdtica a causa imediata da hiperglicemia de jejum que define
DM?2. O efeito agudo direto da insulina sobre o metabolismo da glicose hepatocelular ocorre
através da estimulacao da sintese de glicogénio (30). A ativacdo da Akt é resultado de multiplas
entradas para regular o metabolismo da glicose e lipidios hepdticos, explicacdo de como a
insulina suprime a produc¢ao hepética de glicose (31).

Dietas hiperlipidicas e hipercaldricas sdo comumente associadas na sociedade
moderna sendo um fator que contribui para o desenvolvimento de vérias condi¢des patoldgicas.
Dessa maneira, estratégias terapéuticas disponiveis para DM2 e RI estdo associadas a
problemas de eficdcia inadequada e efeitos colaterais. Assim, varios modelos animais derivados

espontaneamente ou induzidos por dieta, estresse ou substincias quimicas tém sido
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desenvolvidas e estudadas para entender influéncias na acdo da insulina, o que motivou a
presente tese.

A dietarica em 4cidos graxos contribui para a eleva¢do de AGL causando alteracdes
cardiacas com efeitos diretos no corag@o ou indiretos como resultado da obesidade e patologias
associadas, como por exemplo, DM (32). Desequilibrios nutricionais resultantes da ingestao de
alimentos gordurosos levam ao desenvolvimento de RI através da formacdo de metabdlitos
intermedidrios: diacilglicer6is (DAG) e ceramidas. Como consequéncia, os DAGs ativam
membros da familia da proteina quinase C (PKC) levando a ativacdo das quinases serina e
treonina que prejudicam ainda mais a fosforilacdo da tirosina pelo IRS. Por outro lado, as
ceramidas medeiam a ativacdo da proteina fosfatase A2 (PPA2), além de ativar vias
inflamatérias incluindo quinase N-terminal C-Jun (JNK) e fator nuclear kappa B (NFkB)
através da interagdo com o receptor TLR4 (toll-like 4) induzindo RI (21).

Além disso, a dieta rica em 4cidos graxos desencadeia, em condi¢cdes normais e
patoldgicas, anormalidades mitocondriais cardiacas tanto funcionais quanto estruturais de
maneira a promover o aumento dos poros de transi¢ao de permeabilidade mitocondrial (mPTP)
(32, 33).

Nos tltimos 30 anos, o aumento de 25% no consumo de frutose coincide com o
aumento na prevaléncia de obesidade e, como consequéncia, com o risco de doencgas
cardiometabolicas, DM e distirbios lipidicos (34). Evidéncias mostram que e a relacdo entre a
alta ingestao de aguicar e o aumento do risco de DM2 e DCV ¢ independente do indice de massa
corporal (IMC) (35). A frutose é um acucar altamente lipogé€nico e estimula a sintese de
triglicerideos (TG) e AGL devido a sua via metabdlica distinta da glicose. A maioria da frutose
ingerida € metabolizada no figado e convertida em gliceraldeido-3-fosfato, evitando a etapa de
fosfofrutocinase controladora da taxa de metabolismo da glicose (36). O consumo de frutose €

um fator potencial que induz a lipogénese hepatica de novo, resultando em RI hepatica (37).
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Isto leva a deposicao de triacilglicerol em diversos 6érgdos como tecido adiposo, figado, coragao
entre outros que liberam mediadores inflamatorios, incluindo TNF-a. Este por sua vez, fosforila
0 IRS-1 no residuo de serina em vez da tirosina, regulando negativamente a sinalizacdo de
insulina (21).

Os ratos da linhagem Goto-Kakizaki (GK) sdo espécies consanguineas, ndo obesas
e resistentes a insulina, produzidos por reproducao seletiva ao longo de muitas geracdes de ratos
Wistar (38) e desenvolvem espontaneamente hiperglicemia em jejum 2 a 4 semanas apds o
nascimento. Sendo, portanto, um modelo bem caracterizado e reconhecido de DM2 ndo obeso.
O desenvolvimento de DM2 nesses animais € um processo complexo que inclui multiplos
estimulos que estdo envolvidos na inducdo e propagacio do DM2 (39). E observado nesses
animais que a regulacdo anormal da glicose se desenvolve tanto pela secrecao prejudicada de
glicose quanto pela RI. No inicio, ha uma tentativa das células B pancreaticas em compensar a
RI liberando mais insulina, com o decorrer do tempo, esse mecanismo € insuficiente causando
exaustdo funcional das células (40). Essa caracteristica de desenvolvimento se assemelha a
situacdo humana, onde o individuo apresenta hiperinsulinemia por um periodo antes de exibir
um estado hiperglicémico (41).

O peso corporal do GK é em média 10-30% menor e o nivel de glicose 50-55%
maior que o do rato Wistar (controle) da mesma idade. Durante seu desenvolvimento fetal,
varios loci suscetiveis sdo responsdveis pela codificacdo e transferéncia de comportamentos
diabéticos responsaveis pela reducao da massa celular pancreética que se mantem por toda vida
adulta (39). Observa-se também nesses animais que o transporte de glicose estimulada pela
insulina € defeituoso e os niveis de IRS-1 e GLUT4 estdo diminuidos (42).

Dependendo do objetivo do estudo, a escolha do modelo animal deve ser
considerada com cuidado uma vez que afeta os desfechos experimentais. Animais roedores sao

comumente utilizados em estudos que envolvem DCV uma vez que esses animais sao de fécil
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acesso e possuem facilidade de serem manipulados e abrigados, possuem pequeno tempo de
gestacdo, permitindo desse modo experimentos envolvendo um determinado niimero de
animais em pouco tempo permitindo atingir significancia estatistica.

Em nossa tese escolhemos trabalhar com ratos. Em modelos que envolvem DM, os
modelos de ratos possuem maior relagdo com doengas humanas de importantes maneiras visto
que € possivel a inclusdo de agentes ambientais (dietas) para modificar as vias de interesse.
Além dos detalhes citados, os ratos possuem proximidade com seres humanos, portanto a

fisiologia torna-se mais facil de ser monitorada (43).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia de resisténcia a insulina no miocardio em modelo de

cardiopatia diabética murina genético (GK) e induzidos por dietas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i Avaliar a sensibilidade a insulina nos modelos estudados por meio do TTG e TTI;

i.. Analisar a sensibilidade a insulina especifica nos tecidos hepatico e tecido adiposo

epididimal;
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3 METODOLOGIA

3.1 MODELOS ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério —
(CEMIB/UNICAMP). Os ratos da linhagem Goto-Kakizaki (GK) foram obtidos do Programa
Interdisciplinar em Ciéncias da Sadde da Universidade Cruzeiro do Sul. Os animais foram
mantidos a uma temperatura de 23+2°C sob um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas no escuro,
tendo acesso livre a dgua e ragdo. Ratos Wistar machos foram mantidos com racdo padrao
Nuvilab CR-1 irradiada (Quimtia, S/A, Colombo, PR, Brasil) até completarem 6 semanas de
idade. Em seguida, os animais foram divididos nos seguintes grupos: (i) dieta convencional
(controle), (i1) dieta rica em acidos graxos 31,2% de gordura e 20% caseina (HFD), (ii1) dieta
rica em frutose (FRD) (47% frutose) e (iv) modelo genético (GK). Ambas as dietas estavam
comercialmente disponiveis (PragSolugdes biociéncias, Jau, Sdo Paulo, Brasil). Os ratos Wistar
receberam HFD durante 8 ou 14 semanas. Os animais do grupo FRD receberam a dieta durante
14 semanas. Os experimentos envolvendo animais GK foram conduzidos com 8 semanas de
idade, tempo necessdrio para o desenvolvimento de resisténcia a insulina periférica. A massa
corporal dos animais foi avaliada semanalmente em balanca de precisdo (Mettler Toledo

PBO0O01, Barueri, Sao Paulo, Brasil).

3.2 COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP) através do protocolo n° 4216-1 e
4216-1(A)/2017. Todos os animais receberam os cuidados de acordo com os procedimentos
pata o uso cientifico de animais editados pelo Conselho Nacional de Controle da

Experimentacio Animal (CONCEA) e recomendagcdes do Committee on Care and Use of
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Laboratory Animals - Institute of Laboratory Animal Resources (ILAR) - National Research

Council, United States.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para caracterizar resisténcia a insulina, todos os animais usados nesse estudo foram
submetidos a testes que avaliam alteracdes no metabolismo da glicose, e dessa maneira, sao
realizados para diagnosticar resisténcia a insulina, DM2 e at¢ mesmo disfuncao das células 3
pancredticas.

3.3.1 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

No TTG, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas colocados em
gaiolas metabolicas, de maneira que cada animal tinha acesso apenas a 4gua. Em seguida, foram
pesados para o calculo da dose de glicose. Inicialmente, uma amostra de sangue foi obtida da
veia caudal do animal no tempo zero (basal) que determina glicemia de jejum. Logo apds, os
animais receberam uma inje¢do intraperitoneal de solucio de glicose 50%, na dose de 1g/Kg.
As amostras de sangue foram obtidas nos tempos seguintes a injecdo de glicose 15, 30, 60 e
120 minutos utilizando um glicosimetro Abbott (Free Style Optium H, Sao Paulo, Brasil). Apds
o procedimento, os animais tiveram livre acesso a dgua e racao padrdo ou dieta de acordo com

0 grupo que pertencia.

3.3.2 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Respeitando um intervalo de dois dias apds o TTG, os animais foram, novamente,
submetidos a um jejum de 12 horas com livre acesso a d4gua. Foram pesados para o cdlculo da
dose insulina previamente ao teste. Uma amostra de sangue foi obtida da veia caudal do animal
no tempo zero (basal) determinando glicemia de jejum. Em seguida, os animais receberam
injecdo intraperitoneal de insulina na dose de 10UI/Kg. As amostras foram obtidas nos

seguintes tempos apds infusdo de insulina 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. A razdo da constante
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de decaimento da glicose (xITT) foi calculada com base na regressao linear das concentragdes
de glicose obtidas no tempo 0 e 25 minutos da curva de TTI. Logo apds o teste os animais

tiveram livre acesso a d4gua e ra¢do padrdo ou dieta de acordo com o grupo que pertencia.

3.3.3 Sinalizacao da insulina no misculo cardiaco, figado e tecido adiposo epididimal
Para investigar a sinalizacdo de insulina no miusculo cardiaco, figado e tecido
adiposo epididimal os animais foram, novamente, submetidos a um jejum de12 horas colocados
em gaiolas metabdlicas com acesso livre a 4gua. Os animais foram previamente pesados e
anestesiados com tiopental s6dico (80mg/Kg) através de uma administracao intravenosa na veia
caudal e, posteriormente, foi realizado botdo anestésico com lidocaina (5mg/Kg) no local da
incisdo cirdrgica. Apds estimulos para observacdo da inducdo anestésica, foi realizado uma
tricotomia. A cavidade cervical foi entdo acessada para a exposi¢do da veia jugular. Apds a
canulagdo da jugular, foi feito uma injec¢ao de insulina na dose de 10UI/Kg ou de solucao salina.
A infusdo de salina foi realizada para avaliacdo das condi¢des basais em situacdo equiparavel a
condi¢@o apds insulina. Dois minutos apds a infusdao o coragdo foi removido e na sequéncia
figado e tecido adiposo epididimal, foram rapidamente colocados em nitrogénio liquido e
guardados em biofreezer -80°C até as andlises moleculares para caracterizagdo da resisténcia

insulinica.

3.3.4 Extracao proteica dos tecidos

Proteinas foram extraidas dos tecidos por maceracdo com a presenca de nitrogénio
liquido, para que as paredes e membranas celulares fossem rompidas. O macerado foi
transferido para microtubos de 2mL contendo tampao RIPA (Tris HCI [pH 7,4] NaCl [5SM],
EDTA [0,5M] NP40 1%, Deoxycholate Na, SDS 10%, Triton 0,1% contendo inibidores de
proteases e fosfatases [SigmaFASTTM]). Os macerados foram centrifugados a 11.000 RPM, a
4°C durante 40 minutos. O sobrenadante foi coletado e aliquotas foram feitas e guardadas em

biofreezer -80°C para anélises por western blotting. A dosagem de proteinas foi realizada pelo
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método de BCA usando o kit PierceTM (Thermo ScientificTM, Sinapse Biotecnologia, Sao

Paulo, Brasil) no leitor de Elisa Epoch (Biotek Instruments, Winooski, USA).

3.3.5 Immunoblotting

As proteinas extraidas (40mcg) foram preparadas com Laemmli 4X e aquecidas em
banho-maria 95°C por 5 minutos. Foram, em seguida, aplicadas em gel SDS-PAGE 10% de
1.0mm de espessura, delineado por um marcador de peso molecular da Thermo Scientific™.
Foi realizado eletroforese em cuba Mini-PROTEAN II (BioRad®) com solu¢do tampao de
corrida previamente diluido. O SDS-PAGE foi submetido a 30mA mantendo,
aproximadamente, S0V e depois a 20mA mantendo em torno de 80V. Apds a eletroforese, as
proteinas separadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando equipamento
Transblotter da Apelex, que foi mantido e voltagem constante de S50V por 2 horas. Apds a
transferéncia, as membranas foram incubadas em solu¢do bloqueadora por 2 horas a
temperatura ambiente, levadas com solucdo basal por 10 minutos e incubadas por 16 horas a
4°C com anticorpo primdrio. Apds a lavagem das membranas com solugdo basal, foram
incubadas em temperatura ambiente por 2 horas com anticorpo secunddrio. A visualiza¢ao dos
complexos imunes foi realizada com o sistema de detec¢do de quimiluminescéncia Super
Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific Rockford, IL, USA). A
intensidade de fluorescéncia foi quantificada por densitometria (Fotodocumentadora
ImageQuant LAS 500, GE Healthcare, Sao Paulo, Brasil) e normalizada pela proteina total no
caso de proteina fosforilada. Anticorpos primdrios Akt 1 (D-17) (Goat polyclonal, sc-7126,
Santa Cruz Biotechnology), phospho Akt 1/2/3 (Ser 473) (Rabbit monoclonal, sc-7985R, Santa
Cruz Biotechnology) foram utilizados. As bandas foram quantificadas utilizando o software
ImageJ 1.50i. (National Institutes of Healthy, USA). Os resultados foram analisados

comparando as bandas obtidas entre os diferentes grupos.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao (SD). Nos testes de
tolerancia a glicose e de tolerancia a insulina, os dados entre os grupos foram analisados pela
andlise paramétrica do teste t de Student. SPSS 21.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) e o
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., California, USA) foram usados para analisar a

apresentar os dados. Significancia estatistica foi definida como p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados desta tese s@o apresentados por artigo submetido para publicagdo:

Insulin signaling discrepancy in experimental models of the diabetic rat heart.
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ABSTRACT

Background. Insulin resistance (IR) in the myocardium stands as a central mechanism in
cardiac phenotypic remodeling in diabetes. Although diabetic heart disease models in rats have
been used to investigate this cell signaling, there is no information on IR development on
myocardial tissue. Hence, we investigated myocardial IR development in the high-fat diet
(HFD), fructose-rich diet (FRD) and the polygenic Goto-Kakizaki model.

Methods. Male Wistar rats at 6 weeks of age were divided into following groups: control, HFD
and FRD group and received conventional diet, diet rich in fatty acids (31.2%) and casein (20%)
and high fructose diet (47%) respectively for 14 weeks. Male Goto-Kakizaki rats were
investigated at 6 weeks of age. Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT)
were measured and two minutes after insulin or saline injection, heart, liver and epididymal
adipose tissue were removed and investigated for characterization of myocardial IR.

Results. HFD and FRD animals showed significant weight gain compared with control animals.
On the other hand, as expected, GK rats showed lower weight gain than control animals. GTT
revealed peripheral insulin resistance in HFD, FRD and GK rats compared with control rats. In
concurrence with these data, ITT shows that FRD and GK groups exhibited impaired insulin
sensitivity. Western blot analysis of insulin signaling demonstrated cardiac insulin resistance

only in GK rats. Specifically, phosphorylation of Akt at Ser*”?

showed hepatic insulin resistance
in FRD and GK groups. HFD and FRD rats also demonstrated blunted increase in white adipose
tissue insulin-stimulated phosphorylation of Akt.

Conclusion. In conclusion, despite of impaired systemic glucose tolerance diet-based rat
models of diabetes exhibited preserved cardiac insulin signaling. In contrast, polygenic GK rats

demonstrated both systemic and cardiac IR.
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INTRODUCTION

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) affects 425 million people worldwide and is a main
driver for the development of cardiovascular disease (CVD)!. In fact, over 80% of mortality in
diabetic patients is due to CVD, which decreases life expectancy in 10 years for those
manifesting T2DM?. This strong interaction between T2DM and CVD results from accelerated
atherogenesis but also from diabetic cardiomyopathy whose phenotype is mainly modulated by
insulin signaling®. Indeed, the development of myocardial insulin resistance (RI) has a central
role due to metabolic changes, mitochondrial dysfunction, increased oxidative stress and
activation of proapoptotic pathway*®. Altogether, these events contribute to higher rates of
heart failure and cardiac death in T2DM population”!°.

From the molecular point of view, insulin mediated activation of the AKT cascade
promotes a shift in the balance of myocardial energy substrate by increasing glucose
metabolism (glycolysis and glucose oxidation) and reducing the oxidation of fatty acids!?,
which contribute to the cardiac adaptation to coronary hypoperfusion. In the same context,
modulation of the Akt/mechanistic target of rapamycin (mTOR) cascade by insulin has an
important structural role; while in the remote myocardium, mTORCI] activation contributes to
ventricular remodeling, in the IRI region the inhibition of mTORCI reduces the infarct mass
by limiting the exaggerated activation of macro-autophagy, which in this case is
maladaptive!'"!2. In non-ischemic cardiac disease, AKT cascade hyperactivation may lead to
pathologic cardiac hypertrophy and heart failure'. Consistently, the reduction of insulin or Akt
signaling prevents heart failure in animal models of cardiac hypertrophy, suggesting a central
role of insulin signaling in adverse cardiac remodeling'>.

Animal models may contribute substantially to the understanding of end-organ long-
term complications in diabetes. The use of small rodents has been preferred for lower
maintenance costs, easier handling and lodging and short gestation time and life duration;
features that make this model suitable for proof-of-concept and high-yield studies. Among
rodent models, the rat’s heart is ideal due to greater stability, higher cardiac size and lower heart
rate making the monitoring more straightforward and more like the human heart. Although the
intraperitoneal injection of streptozotocin plus a high-fat diet (HFD) is one of the most used rat
models of diabetes!*!6, the accelerated and marked loss of ventricular mass suggests the
participation of streptozotocin in the myocardial lesion, precluding extrapolation of results to
diabetic cardiomyopathy!”. Diabetic rat model based on fructose-rich diet (FRD) have also been
reported displaying an increased hepatic lipogenesis, visceral obesity, insulin resistance and

upregulation of proinflammatory cytokines by adipose tissue!82°. Alternatively, Goto Kakizaki
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(GK) rat is a polygenic experimental model of non-obese T2DM obtained by repetition of
selective breeding of Wistar rats intolerant to glucose?'. The model presents hyperglycemia,
increased hepatic glucose production, peripheral insulin resistance and insufficient insulin
secretion®?; a phenotype that resulted from multiples small insertions and deletions?>.

Despite several studies using the above models, whether these rats develop or not IR
in the myocardium remains untested what may generate a substantial misleading in terms of
cell signaling pathways interpretation. In this sense, the present study intended to evaluate

insulin signaling in the myocardium in these murine models of diabetic cardiomyopathy, thus

establishing a basis for the design and understanding of the existing findings.
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METHODS
Animals

Male adult Wistar rats, weighing 250-350g, were provided by the Multidisciplinary
Center for Biological Research in the Laboratory Animal Science Area (CEMIB/UNICAMP).
Goto Kakizaki (GK) rats were obtained from the Interdisciplinary Post-graduate Program in
Health Sciences, Cruzeiro do Sul University. Rats were housed two per cage and maintained
under a 12-h light:12-h dark cycle, constant temperature (23+2°C), circulating air, and for all
experimental conditions free access to water.

Experimental design was made to be consistent with the traditional models +2°.
Briefly, Wistar rats had free access to food (Nuvilab CR-1, Quimtia, S/A, Colombo, PR, Brazil)
until 6 weeks of age. After this period, the animals were fed ad libitum after divided in the
following groups: (i) standard chow diet (control); (i1) high fat diet (HFD) (31,2% of fat and
20% of casein) and (iii) fructose diet (FRD) (47% of fructose). The HFD and FRD were
commercially available (PragSolucdes Biociéncias, Jad, Sao Paulo, Brazil) and were
administered during 14 weeks. Body mass was weakly accessed by a precision scale (Mettler
Toledo PB00O1, Barueri, Sdo Paulo, Brazil). The GK animals were fed with a standard chow
diet during 8 weeks, time required for the development of peripheral insulin resistance 2’. The
protocol for these experiments was approved by the Ethical Committee (4216-1/2017) and
complied with the international law for the protection of the animals. All efforts were made to
minimize suffering.
Intraperitoneal glucose tolerance test

Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) was assessed by single intraperitoneal
injection of 50% glucose solution (1g/kg body weight) after 12h of fasting. Blood samples were
collected from tail vein after 0, 15, 30, 60 and 120min ?**°. Blood glucose concentrations were
determined using glucose sensor Abbott (Free Style Optium H, Sao Paulo, Brazil).
Insulin tolerance test

Insulin tolerance test (ITT) was assessed by single intraperitoneal injection of insulin
(0.1UT/kg body weight) after 12h of fasting. Blood samples were collected from tail vein after
0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30min. Plasma glucose disappearance rate (kITT) were calculated from
the linear regression of glucose levels obtained after 0 and 15min of the ITT curve 3!.
Insulin signaling in cardiac muscle, liver and adipose tissue

After 12h of fasting, rats were anesthetized with single intraperitoneal injection of
sodium thiopental (80mg/kg) and lidocaine (Smg/kg). Cervical cavity was assessed for jugular

vein exposure, which was cannulated and received either insulin (10UI/kg) or saline solution to
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evaluate baseline conditions. After 2min, heart, liver and epididymis adipose tissue were
excised and rapidly transferred to liquid nitrogen. Then the samples were stored in the -80°C
biofreezer until molecular analysis *2.
Protein extraction

Proteins were extracted from tissues by homogenization with RIPA buffer containing
Tris HCI (pH 7,4), NaCl (5M), EDTA (0,5M), NP40 1%, Deoxycholate Na, SDS 10%, Triton
0,1% and inhibitors of proteases and phosphatases (SigmaFASTTM) using dispersing tube with
rotor-stator element (T10 Ultra-Turrax ® IKA, USA). Next, homogenates underwent
centrifugation at 11.000 RPM, at 4°C for 40 minutes and supernatant was collected for western
blotting analysis. Protein dosage was made by BCA using the PierceTM (Thermo ScientificTM,
Sinapse Biotecnologia, Sao Paulo, Brazil) kit with Elisa Epoch (Biotek Instruments, Winooski,
USA) reader.
Western blot analysis

Proteins were separated by SDS-PAGE 10% in Mini-PROTEAN II (BioRad®)
system. After electrophoresis, proteins were transferred to nitrocellulose membrane. The
membrane was blocked with bovine serum albumins (BSA Sigma-Aldrich) protein for 2 hours
and then incubated overnight at 4°C with primary antibodies. After washout of membrane with
basal solution, they were incubated under room temperature for 2 hours with secondary
antibodies. Visualization of immunocomplexes were made with chemiluminescent detection
system Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific Rockford,
IL, USA). Fluorescence intensity was quantified by Densitometry (ImageQuant LAS 500, GE
Healthcare, Sdo Paulo, Brazil) and normalized by total protein when phosphorylated protein
was assessed. Primary antibodies Akt 1 (D-17) (Goat polyclonal, sc-7126, Santa Cruz
Biotechnology, US), phosphor-Akt 1/2/3 (Serd73, rabbit monoclonal, sc-7985R, Santa Cruz
Biotechnology, US), Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) (rabbit monoclonal, Cell
Signaling, US), phosphor-MAPK (Thr202, Tyr204, rabbit monoclonal, Cell Signaling, US),
mTOR (rabbit polyclonal, Cell Signaling, US), phosphor-mTOR (Ser2481, rabbit polyclonal,
Cell Signaling, US), P70 S6 kinase (p70S6K) (rabbit polyclonal, Cell Signaling, US) and
phosphor-p70S6K (Thr421, Ser424, rabbit polyclonal, Cell Signaling, US) were used. The
protein expression level was quantified using software ImageJ version 1.50i. (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Statistical analysis

All results are expressed as mean + standard deviation (SD). The body weight

difference between groups were analyzed using 2-way ANOVA with Bonferroni post-tests. In
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the GTT and ITT experiments, the data between groups were analyzed by Student’s t test for
parametric analysis. The western blot data were analyzed using paired Student’s test. SPSS 21.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., California,
USA) were used to analyze and present the data. A p value<(0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

As expected, HFD induced a high weight gain (+184+38 %) reaching an 20%
difference at the 14th week when compared to controls (665+75 vs. 555+44¢; p=0.005). In line
with previous studies*’, FRD induced a similar weight gain as compared with the control group
(560+48; p=0.9026) (Fig. 1A). Additionally, at the 8th week, GK rats had lower weight when
compared to control group (288+2.9 vs. 322+7.0g; p<0.01). (Fig. 1B).

Insulin sensitivity

According to the GTT data displayed in Fig. 2, blood glucose levels increased more in
the HFD than in the control group at the 14th week of diet reaching significance after 30 minutes
(250425 vs. 205+19 mg/dL; p=0.04) and in the overall response (AUC 23984+2686 vs.
19699+2101 mg.min; p=0.06) (Fig. 2A). Likewise, the blood glucose elevation was higher in
the FRD group when compared to control group after 15 minutes (304449 vs. 230+23 mg/dL;
p=0.002) and in the overall response (AUC 2609243736 vs. 19699+2101mg.min; p=0.01) (Fig.
2B). In the GK group, blood glucose levels started at higher levels from baseline even after 12-
h fasting (161£10 vs. 10911 mg/dL; p=0.03) and increased more than in the control (AUC
388732906 vs. 17899+5657mg.min; p=0.0001) (Fig. 2C).

During ITT (Fig. 3), the reduction of glycaemia after insulin injection was similar in
the HFD group at week 14 when compared to the control group (16974436 vs. 15224250
mg.min; p=0.37) (Fig. 3A). In contrast, the glycaemia decline was lower in the FRD group
producing an AUC 40% higher than that of control group (21294457 vs. 15224250 mg.min;
p=0.003) (Fig. 3B). In the GK rats, blood glucose concentration was kept elevated even after
insulin injection reaching an AUC 51% higher than the control group (3336275 vs.
2208+10mg.min; p=0.0001) (Fig. 3C).

The plasma glucose disappearance rate was not different between HFD and control
groups at the 14th week of diet (4.5+1.0 vs. 5.0+0.5%/min; p=0.1978, respectively) (Fig. 4A).
In contrast, KITT was lower in both FRD group (4.1+1.0%/min; p=0.033) (Fig. 4B) and in the
GK group (3.0+0.3%/min; p=0.002) (Fig. 4C) as compared with the control group (5.0£0.5 vs.
4.1£1.0%/min).

Tissue-specific insulin sensitivity

After 14 weeks myocardial, hepatic and epididymal adipose tissues were removed 2
minutes after intravenous administration of insulin or saline to evaluate insulin induced
phosphorylation of Akt at Ser473, an activating residue. The pAkt/Akt ratio in hepatic tissue
increased from saline to insulin in control (0.3+0.17 to 1.46+1.04; p=0.033) and HFD
(0.24£0.19 to 1.59+1.12; p=0.03) but not in FRD (0.47£0.74 to 0.69+0.52; p=0.53) and GK
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(0.28+0.29 to 0.12+0.16; p=0.38) (Fig. 5). In addition, as shown in figure 5, FRD and GK
groups showed a decreased insulin-induced Akt phosphorylation compared with control. There
was no difference in the ratio of pre and post-insulin Akt phosphorylation between HFD and
control groups.

Insulin-stimulated activation of Akt in epididymal adipose tissue was found in control
(0.0240.1 to 0.82+0.46; p=0.007), HFD (0.03+0.4 to 0.2+0.17; p=0.049), FRD (0.18+0.12 to
0.61+0.16; p=0.0001) and GK (0.06+0.2 to 0.84+0.49; p=0.021) groups (Fig. 6). In general,
there was a difference in the ratio of pre and post-insulin Akt phosphorylation between the
control, HFD, FRD and GK groups (6545 vs. 2621 vs. 4+1.6 vs. 15+6 times; p=0.003,
respectively). In a posteriori comparison by Bonferroni test FRD and control presented the only
significant difference (p=0.003).

In myocardium, the pAkt/Akt ratio change from saline to insulin increased in the
control (0.20£0.12 to 0.57£0.10; p=0.001), HFD (0.08+0.05 to 0.54+0.27; p=0.019) and FRD
(0.28+0.07 to 0.58+0.09; p<0.0001). As shown in figure 7, GK group exhibited a decreased
insulin-induced Akt phosphorylation compared with control. We found no change in pAkt/Akt
ratio from saline to insulin in GK rats (0.50+0.16 to 0.41+0.33; p=0.59) (Fig. 7).

The pAkt/Akt ratio in hepatic tissue increased from saline to insulin in control
(0.3+£0.17 to 1.46%1.04; p=0.033) and HFD (0.24+0.19 to 1.59+1.12; p=0.03) but not in FRD
(0.47£0.74 to 0.69+0.52; p=0.53) or GK (0.28+0.29 to 0.12+0.16; p=0.38) (Fig. 6). In the
adipose tissue, pAkt/Akt ratio increased from saline to insulin in control (0.02+0.01 to
0.82+0.46; p=0.007), HFD (0.03%0.04 to 0.20+0.17; p=0.049), FRD (0.18+0.12 to 0.61+0.16;
p=0.0001) and GK (0.06+0.02 to 0.84+0.49; p=0.021).
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DISCUSSION

The use of rat’s hearts has been a fundamental mainstay for understanding disease
mechanisms and designing potential therapeutic interventions in cardiology. In diabetic
cardiomyopathy, despite a large number of studies using these animal models, the comparative
assessment of the insulin signaling in cardiomyocytes did not exist.

In line with the established concept, in the three models tested, we found significant
hyperglycemia demonstrating the efficacy of the models in inducing T2DM. Comparatively,
we observed a gradual elevation of glycemia between the HFD, FRD and GK models, and in
the latter hyperglycemia was significant even during the fasting state. According to the ITT test,
insulin sensitivity was lower in the FRD and GK models but similar between HFD and controls,
despite significant weight gain in the HFD model. This finding is consistent with the substantial
insulin reserve reported in Wistar rats, a feature that led to the use of streptozotocin as an
adjuvant in the creation of the T2DM model in these animals**. As mentioned above, in our
study, we preferred to avoid the use of streptozotocin by the possibility that the pathogenesis of
cardiomyocytes is related, at least in part, to a permanent toxic action of this drug!’. In fact,
there is evidence that streptozotocin may directly impair cardiac contractile function as a result
of increased oxidative stress™.

One variable that needs to be considered in the GTT and ITT protocols is the adjustment
of the glucose and insulin doses that will be administered to the animals by body weight. In
these models, weight gain is not necessarily proportional to the increase in insulin-sensitive
tissues. Thus, adjustment for body weight may generate an overload of glucose or insulin
leading to inaccuracy in both tests. It is well established that DH induces obesity and IR and
the HFD model is widely used in studies involving the association of these diseases*®>’. Thus,
the present finding should not be considered as definitive proof of model inefficiency regarding
the generation of T2DM.

As commented above, insulin receptors are abundantly expressed in cardiomyocytes
and their activation plays a key role in the regulation of the balance among energy metabolic
substrates and the protein translation in response to stressors such as increased workload or
ischemia '3, Insulin action leads to the activation of 2 main signaling pathways: the Akt cascade
and MAPK. In general, activation of the AKT promotes the translocation of GLUT4
transporters from intracellular compartments into the sarcolemma, thus favoring an increased
glucose disposal and decreased fatty acid oxidation. Consistent with this concept and with the
glucose homeostasis tests, we observed a reduction of Akt phosphorylation in hepatic tissue in

the FRD and GK models and a smaller increase in Akt activation in the fatty tissue in FRD
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group when compared with the counterparts. In the HFD animals however, we did not observe
changes in Akt activation when compared to controls, either in hepatic or adipose tissue,
suggesting that up to this level of weight gain the effect in these tissues is discrete or absent. In
cardiac tissue, Akt activation by insulin was observed in all models but the GK rats, indicating
the existence of cardiac-specific IR in this model. As mentioned above, several implications
may stem from this finding from the regulation of the energy substrate balance to regulation of
protein synthesis and catabolism in cardiomyocytes via mTORC1/ Unc-51 Like Autophagy
Activating Kinase 1 (ULK1) pathway'"!'.

In conclusion, our findings show that experimental models based on diets are not able
to produce myocardial IR in Wistar rats. For this aim, GK rats stands as a feasible experimental
model.
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Figure legends

Fig 1. Body weight comparison between HFD, FRD and control groups (A). Body weight comparison
between control group and GK (C). Studied group: control (n=7), HFD (n=7); FRD group (n=10) and
GK (n=4).

Fig 2. Glycaemia measured during GTT (1g/kg) of HFD (A); GTT of FRD group (B); GTT of GK group
(C). Studied group: control (n=7), HFD (n=7); FRD group (n=10) and GK (n=4).

Fig 3. Glycaemia measured during ITT of HFD group (A); ITT of FRD group (B); ITT of GK group
(C). Studied group: control (n=7), HFD (n=7); FRD group (n=10) and GK (n=4).

Fig 4. Glucose decay rates (KITT). kITT results of HFD (A); kITT of FRD group (B); kITT of GK group
(O). Studied groups: control (n=7), HFD (n=7); FRD group (n=10) and GK (n=2).

Fig 5. Quantification of pAkt and tAkt in hepatic tissue by WB. Results of control, HFD, FRD and GK
groups. Studied groups: control saline solution (n=3), control insulin solution (n=3); HFD saline solution
(n=3), HFD insulin solution (n=3); FRD group saline solution (n=3), FRD group insulin solution (n=3)
and GK saline solution (n=3), GK insulin solution (n=3).

Fig 6. Quantification of pAkt and tAkt in epididymal adipose tissue by WB. Results of control, HFD,
FRD and GK groups. Studied group: control saline solution (n=4), control insulin solution (n=4); HFD
saline solution (n=6), HFD insulin solution (n=6); FRD group saline solution (n=6), FRD group insulin
solution (n=6) and GK saline solution (n=5), GK insulin solution (n=5).

Fig 7. Quantification of pAkt and tAkt in myocardial tissue by WB. Result of control, HFD, FRD and
GK groups. Studied group: control saline solution (n=4), control insulin solution (n=4); HFD saline
solution (n=5), HFD insulin solution (n=6); FRD saline solution (n=6), FRD insulin solution (n=8) and

GK saline solution (n=5), GK insulin solution (n=5).
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Figure 3
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Figure 4
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Epididymal adipose tissue
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5 DISCUSSAO GERAL

A presente Tese testou trés modelos animais comumente usados para estudos
envolvendo DM2 e DCV. O DM2 ¢ uma doenca com incidéncia globalmente elevada e que
mantém perspectiva de aumento para os préximos anos. Por defini¢do, a RI € um estado de
resposta reduzida a niveis normais do mesmo hormoénio (44). O pancreas pode compensar a
resposta reduzida a insulina com aumento da sua secrecdo, na tentativa de controlar a
concentracdo de glicose no sangue. Dessa maneira a hipersecrecao pode levar a faléncia das
células B resultando em menor produgdo de insulina. O defeito na secrecio de insulina € o fator
central no desenvolvimento de DM2. Em individuos adultos, o aumento de 5% do peso esta
relacionado a um aumento de 20% no risco de RI, aproximadamente (45).

Na cardiomiopatia diabética, apesar de inimeros estudos envolvendo coracdes de
ratos, ndo existe evidéncias de similaridade entre esses modelos murinos e o coragdo humano.
A maioria do conhecimento atual sobre os efeitos sist€émicos da RI foi obtida a partir de modelos
animais submetidos a dietas especificas. Em alguns desses modelos, o padrio de
desenvolvimento da doenga ndo parece ser andlogo a situacdo clinica em seres humanos, pois
requerem doses de estreptozotocina (um antibidtico com propriedades diabetogénicas) sendo,
portanto, uma hiperglicemia decorrente da destruigdo direta das células B pancredticas
resultando na deficiéncia de insulina (46, 47), um modelo com caracteristicas de diabetes
mellitus tipo 1 (DM1). Além desse fato, evidéncias também sugerem perda da funcdo de
contratilidade cardiaca, pela acdo téxica desta droga (43, 48), motivo pelo qual decidimos nao
utilizé-la na indu¢do de RI nos animais utilizados nessa tese.

Na caracterizacdo do fenétipo metabdlico glicémico, observamos uma glicemia
elevada nos grupos HFD, FRD e GK. O TTG ¢ um teste que ndo € capaz de distinguir entre a
RI nos tecidos periféricos e capacidade reduzida das células f em produzir insulina (49). Dessa

maneira, os animais do grupo HFD podem ter desenvolvido disfuncdo pancredtica e ndo RI
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conforme mostra os dados de TTI, pois observamos sensibilidade a insulina diminuida nos
grupos FRD e GK mas ndao no HFD e controle. Uma possivel explicacio para isso seria a dose
de glicose e insulina calculadas de acordo com o peso dos animais. A dieta hiperlipidica é
amplamente associada ao ganho de peso, sabe-se que a obesidade confere risco associado a RI,
entretanto, a maioria das pessoas que sao obesas e nao desenvolvem RI sao compensadas pelo
aumento na secrecao de insulina (14). Kahn e seus colaboradores (50) demonstraram a relagao
entre a funcdo das células B e a sensibilidade a insulina e que a constancia do seu produto é de
extrema importancia para manter a tolerancia a glicose. Dessa maneira, a sensibilidade a glicose
prejudicada nas células pancredticas € um preditor na progressao das mudancas na concentragao
plasmética de glicose independente da RI e um dos fen6tipos presentes no DM2 (51).

A insulina é um importante hormonio com papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento celular e na homeostase da glicose, como previamente citado. Quando liga-se
ao seu receptor, amplamente expresso no coragdo, exerce efeitos fisioldgicos que envolvem a
ativacdo de duas vias: (i) via das proteinas sinalizadoras PI3K/Akt que promove a translocagao
do GLUT4 para a membrana celular, e dessa maneira ocorre a captacdo de glicose nas células
e reducdo da utilizacdo de 4cidos graxos; e (ii) a via da MAPK, a qual € responsavel pela
expressao de genes de proliferacdo e crescimento celular. No miocardio, foi possivel observar
ativacdo da Akt em todos os modelos com exce¢do do grupo GK, indicando RI nos animais
desta linhagem. Algumas quinases ativadas pela insulina, incluindo a alvo de rapamicina em
mamiferos (mMTOR) podem fosforilar o IRS-1 em residuos especificos agindo desta maneira
como um mecanismo de feedback negativo induzido pela insulina (52).

A desregulacdo da a¢do da insulina no tecido hepético e no tecido adiposo contribui
para a elevacdo dos niveis de glicose no plasma. Observamos reducdo da razao pAkt/Akt nos
grupos FRD e GK diferentemente do observado no grupo HFD. No tecido adiposo, um aumento

pode ser observado nos grupos FRD e GK. A sinalizac¢do hepdtica de insulina prejudicada reduz
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a sintese hepatica de glicogénio. A inflamacdo e RI no tecido adiposo, por sua vez, promove
aumento dos niveis de 4cidos graxos, que como consequéncia, promove o aumento de
gluconeogénese hepatica.

Os nossos achados mostram que os modelos experimentais baseados em dietas nao
sdo capazes de desenvolver RI no miocérdio de ratos Wistar e que o melhor modelo para estudos
de relacdo entre DM2 e DCV sao os ratos da linhagem Goto-kakizaki. Cautela deve ser tomada
na interpretacdo dos achados relacionados a cardiopatia diabética e DCV nesses modelos

animais.
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6 CONCLUSOES

Muitos modelos animais de resisténcia a insulina exibem varios graus de obesidade
ou DM. Além disso, alguns desses modelos também possuem a combinagdo de fatores de risco
para doenca cardiaca isquémica. Embora esses modelos sejam tteis e considerados ferramentas
essenciais de pesquisa, algumas limitacdes devem ser consideradas.

Com os modelos testados nessa tese podemos dizer que (i) embora a dieta
hiperlipidica seja associada ao ganho de peso e também associada ao desenvolvimento de RI
periférica, mesmo com 14 semanas de tratamento nao induziu RI no miocardio, (i1) o modelo
de dieta rica em frutose independente de levar mudangas no peso corporal estd mais relacionada
a RI no tecido hepatico, (ii1) observamos que os animais da linhagem GK, por desenvolverem
RI periférica com 8 semanas de vida, parecem ser o melhor modelo para os estudos envolvendo

RIe DCV.
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8 ANEXOS

ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO
(corregao)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado Avaliagdo da disfuncionalidade
da HDL na protecao da lesdo de isquemia e reperfusio no diabetes mellitus tipo 2
(protocolo  CEUA/UNICAMP n° 4216-1), de responsabilidade do Prof. Dr. Andrei

Carvalho Sposito e tem como executores Daniela Diogenes De Carvalho e Isabella
Bonilha de Oliveira.

Este documento é valido apenas se apresentado junto com o certificado emitido
originalmente pela CEUA/UNICAMP em 16/05/2016. e

C. Verinaud
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N | Pt
e L o

CEUA/Unicamp

uUnNICAMP

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado Avaliacdo da disfuncionalidade da
HDL na protecido da lesdo de isquemia e reperfusdo no diabetes mellitus tipo 2 (protocolo

CEUA/UNICAMP n° 4216-1(A)/2017), de responsabilidade do Prof. Dr. Andrei Carvalho Sposito
e Isabella Bonilha de Oliveira, teve a solicitagdo de prorrogac&o aceita pela CEUA/UNICAMP:

Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 01/08/2017-10/01/2020
Vigéncia da  autorizacdo para | 15/03/2015-10/01/2020

ico / HanUnib: WH (Wistar)
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